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論文内容要旨
研究目的
 これまでに当研究室において,①溶連菌加熱死菌がヒト末梢血リンパ球(PBL)を活性化し,
 丁細胞のポリクローン性増殖を誘導する事,②この増殖刺激活性が菌体自身に認められる事,
 ③この活性蛋白の単離を試みた結果,細胞膜に熱安定な新規低分子蛋白質が存在する事を明らか
 にしてきた。本研究の目的は,この溶連菌より単離した細胞質膜蛋白(CAP)の生物学的意義
 を明らかにする事であり,今回,その過程で見い出されてきた,外来性スーパー抗原としての特
 性について報告する。
 研究方法および結果
 溶連菌(S七reptococcuspyogenes)の細胞質膜より単離した蛋白(cytoplasmicmembrane-
 associaむedprotein,CAP)はinvitroでヒト末梢血丁細胞を刺激し,丁細胞の増殖・活性化を
 誘導する。このCAP刺激による丁細胞増殖には,自己あるいは非自己,いずれかのアクセサリー
 細胞(AC)の存在が必須であり,その増殖反応は添加するAC細胞数の増加に相関して強くなっ
 た。また,この増殖反応はMHCクラスH分子(HLA-DRまたは一DQ)に対するモノクローナ
 ル抗体によって阻害される事から,AC上に発現するMHCクラス且分子の関与が示唆された。
 さらに,この分子がCAPの細胞刺激に必要か否かを確認するために,この分子を発現するリン
 パ球系培養細胞(BALL4,Daudi)あるいは発現しない細胞(U937,K562)を用いて,丁細胞
 に対するAC活性の有無を調べた。その結果,HLA-DRを細胞表面上に発現する細胞のみがAC
 として有効であった。また,FACS解析により,CAPがHLA-DR陽性細胞にのみ結合している
 事も明らかとなった。加えて,ACをNH、Cl試薬(ACの抗原消化分解能,提示能を阻害する)
 で処理しても,CAP刺激による丁細胞増殖は影響を受けない事から,CAPはACによって消化
 分解されずにMHCクラスH分子と直接結合し,丁細胞と相互作用をしていると考えられた。次
 に,CAPと丁細胞の相互作用する分子を明らかにするため,丁細胞表面上の分子に対するモノ
 クローナル抗体を用いて,CAP刺激に対する丁細胞の応答性を検討した。その結果,細胞を
 CD2,CD3,丁細胞レセプターに対するモノクローナル抗体で処理する事によって,丁細胞の増
 殖応答性が低下した。この事から,CAPがこれら丁細胞上分子と相互作用している事が示唆さ
 れた。CAPに応答してポリクローン性に増殖する丁細胞のポピュレーションはCD3+4T8一のヘ
 ルパー丁細胞で,しかもVβ8鎖陽性丁細胞が選択的に増殖していた。以上の特性は,溶連菌膜
 蛋白であるCAPがバクテリア由来の外来性スーパー抗原のグループに属する新規の蛋白である
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 可能性を示すものである。
 考察および研究の意義
 従来から知られているスーパー抗原のほとんどが外毒素のような分泌蛋白質であるが,CAP
 は微生物の構成成分より単離された蛋白質(細胞質膜蛋白)であり,既知のスーパー抗原の中で
 は非常にユニークな存在である。また現在のところ,溶連菌由来のスーパー抗原として報告され
 ている溶連菌外毒素,M蛋白等とは,その分子量,等電点,細胞膜局在性,血清学的検討から
 異なる蛋白であると考えている。
 CAPが溶連菌の感染,あるいは溶連菌により誘導されるアジュバント作用に重要な役割を果
 たしているものと思われ,さらに生物学的意義を解明することは非常に意味のある事である。
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 審査結果の要旨
 本論文は,溶連菌(SLrepLococcuspyogenes)より単離した新規細胞質膜蛋白(cytoplasmic
 membrane-associatedprotein,CAP)が有する外来性スーパー抗原としての特性について報告
 したものである。これまで本論文提出者らは,〔1)溶連菌加熱死菌がヒト末梢血リンパ球(PBL)
 を活性化し,丁細胞のポリクローン性増殖を誘導すること,(2)この増殖刺激活性が菌体自身に認
 められること,(3)この活性蛋白の単離を試みた結果,細胞質膜に熱安定な新規低分子蛋白質が存
 在することを明らかにした。今回彼らは,さらにこのCAPの生物学的意義を解明する過程で,
 この蛋白がバクテリア由来の外来性スーパー抗原としての特性を有することを明らかにした。
 CAPはinvitroでヒト末梢血丁細胞を刺激し,丁細胞の増殖・活性化を誘導する。このCAP
 刺激による丁細胞増殖には,自己あるいは非自己,いずれかのアクセサリー細胞(AC)の存在
 が必須であり,その増殖反応は添加するAC細胞数の増加に相関して強くなった。また,この増
 殖反応はMHCクラスH分子(HLA-DRまたは一DQ)に対するモノクローナル抗体によって阻
 害されることから,AC上に発現するMHCクラスII分子の関与が示唆された。さらに,この分
 子がCAPの細胞刺激に必要か否かを確認するために,この分子を発現するリンパ球系培養細胞
 (BALL-1,Daudi)あるいは発現しない細胞(u937,K562)を用いて,丁細胞に対するAc活性
 の有無を調べた結果,HLA-DRを細胞表面上に発現する細胞のみがACとして有効であった。
 また,FACS解析によりCAPが,HLA-DR陽性細胞にのみ結合していることも明らかとなった。
 加えて,ACをNH、Cl試薬(ACの抗原消化分解能,提示能を阻害する)で処理しても,CAP
 刺激による丁細胞増殖は影響を受けないことから,CAPはACによって消化分解されずにMHC
 クラスn分子と直接結合し,丁細胞上分子と相互作用していることが示唆された。CAPに応答
 してポリクローン性に増殖する丁細胞のポピュレーションはCD3+4+8一のヘルパー丁細胞で,
 しかもVβ8鎖陽性丁細胞であった。以上の特性,(1)ACのMHCクラスH依存性であるが,非
 拘束性であること,(2)ACの消化分解による抗原提示を必要とせず,MHCクラスnへ直接結合
 すること,(3)ポリクローン性にCD4陽性で特定のVβ8鎖を持つ丁細胞を増殖させることは,
 CAPが外来性スーパー抗原のグループに属する新規の蛋白である可能性を示すものである。ま
 た現在のところ,溶連菌由来のスーパー抗原として報告されている溶連菌外毒素,M蛋白等と
 は,その分子量,等電点,細胞膜局在性,血清学的検討から異なる蛋白であると考えている。
 本研究は,従来から知られているスーパー抗原のほとんどが外毒素のような分泌蛋白質である
 のに対し,CAPが微生物の構成成分より単離された蛋白質(細胞質膜蛋白)であり,既知の
 スーパー抗原の中では非常にユニークな存在であることを示したものである。CAPが溶連菌の
 感染,あるいは溶連菌により誘導されるアジュバント作用に重要な役割を担っているものと考え
 られ,CAPの生物学的意義の一旦を明らかにしたことは大変意義のあることである。従って,
 本論文を博士号授与に値する研究とみなす。
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